ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 
A61K 47/48 



Al 



(11) Nume*ro de publication internationale: WO 00/52237 
(43) Date de publication internationale: 8 jutn 2000 (08.06.00) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR99/02939 

(22) Date de de*pot international: 26 novembre 1999 (26.1 1.99) 



(30) Donnees relatives a la prioritc*: 

98/ 1 5073 30 novembre 1 998 (30. 1 1 .98) FR 



(71) Deposant (pour tous les Etats disignis sauf US): SYNT:EM 
(S.A.) [FR/FR]; Pare Scientifique Georges Besse, F-30000 
Nimes (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/De*posants (US seulement): TEMSAMANI, Jamal 
[FR/FR]; Residence de rEmpereur, Batiment B, 26, chemin 
des Carrieres, F-30900 Ntmes (FR). KACZOREK, Michel 
[FR/FR]; 81, boulevard de la Lironde, F-34980 Montferrier 
sur Lez (FR). COLIN DE VERDIERE, Annik [FR/FR]; 1 1 3, 
allee des Pins, Residence Claude Monet, F-30000 Nimes 
(FR). 

(74) Mandataires: BREESE, Pierre etc.; Breese-Majerowicz, 3, 
avenue de TOpera, F-75001 Paris (FR). 



(81) Etats designes: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CR, CU, CZ, DE, DK, DM, EE, ES, FI, 
GB. GD. GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, 
KG, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD. 
MG, MK, MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, 
SE, SG, SI. SK, SL, TJ. TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, 
UZ, VN, YU, ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, 
MW, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, 
BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen (AT, BE, 
CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, 
NL, PT, SE), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, 
GN, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



Publtee 



Ave c rapport de recherche internationale. 



(54) Title: PHARMACEUTICAL COMPOSITION COMPRISING AN ANTI-CANCER AGENT AND AT LEAST A PEPTIDE 

(54) Titre: COMPOSITION PHARMACEUTIQUE COMPRENANT UN AGENT ANTI-CANCEREUX ET AU MOINS UN PEPTIDE 



(57) Abstract 



The invention concerns a pharmaceutical composition for treating and/or preventing cancer comprising at least an anti-cancer agent, 
characterised in that said anti-cancer agent is associated in the composition with at least a peptide capable of carrying said agent into the 
cancer cells and prevent the occurrence of chemoresistance to said agent. 



(57) Abre'ge* 

- La presente invention concerne une composition pharmaceutique destinee au traitement et/ou a la prevention des cancers comprenant 
au moins un agent anti-canc6reux, caractensee en ce que ledit agent anti-cancCreux est associe* dans la composition avec au moins un 
peptide capable de transporter ledit agent dans les cellules cancereuses et d'empecher Tapparition d'une chimiore'sistance vis-a-vis dudit 
agent. 
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COMPOSITION PHARMACEUTIQUE COMPRENANT UN AGENT ANTI-CANCEREUX ET AU MOINS UN PEPTIDE 

La presente invention concerne 1 ' utilisation de 
peptides pour la vectorisation d' agents anticancereux pour 
des applications dans le traitement et/ou la prevention des 
cancers et plus particuli^rement dans le domaine de la 
chimioresistance . 

Un probleme important auquel se heurte la 
pharmacologic des produits anticancereux est la resistance 
intrinseque ou acquise des cellules cancereuses a ces 
produits. En effet, on observe que les cellules cancereuses 
de nombreux patients atteints de cancer deviennent ou sont 
resistantes aux agents anticancereux,. ce qui se traduit par 
1' apparition de nouvelles evolutions tumorales chez le 
patient. Les epitheliomes digestifs, les melanomes, les 
cancers du rein sont des exemples de chimioresistance innee. 
Les leucemies, les cancers du sein, les cancers des bronches 
a petites cellules chez l'adulte, les neuroblas tomes chez 
1' enfant, repondent generalement bien en debut de traitement 
mais, dans une proportion importante, deviennent 
progress ivement r^sistants aux traitements. 

La resistance primaire peut-etre liee a des 
mecanismes d' inhibition du transport transmembranaire, 
d' inhibition de 1' activation des prodrogues, a la 
modification de 1' enzyme cible, de voies metaboliques, a des 
phenomenes de reparation et d' inactivation . 

Les phenomenes de resistance acquises sont 
multiples. L'une de ces resistances est la resistance 
multidrogue (multidrug resistance ou MDR) . La MDR est 
associee a une diminution de la retention intracellulaire 
des medicaments de mode d' action cependant differents (Chen 
et al., 1986, Cell 47, 381-389 ; Krishan et al . , 1997, 
Cytometry 29, 279-285 ; Riordan et al . , 1985, Nature 316, 
817-819) . 

Une proteine associee a la membrane, la P- 
glycoproteine ou " P-gp", est 1' expression phenotypique du 
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g&ne MDR. Cette proteine agit coitune une pompe energie 
dependante transportant des drogues cytotoxiques vers 
l'exterieur de la cellule avant qu'elles ne produisent leurs 
effets. L' expression de cette proteine conduit la cellule 
5 tumorale a resister a des concentrations elevees d' agents 

cytotoxiques tels que la doxorubicine, la daunomycine, 
1 'actinomycine D, la vinblastine, la vincristine, la 
rnitomycine C, l'etoposide, la teniposide, etc.... La proteine 
P-gp est exprimee dans les cellules normales comme dans 
10 celles du tractus gastro-intestinal , du foie ou du rein, ou 

l'on pense qu'elle sert a eliminer les toxines ou des 
medicaments. Elle serait aussi responsable de la faible 
penetration dans le cerveau de nombreux medicaments. 

15 Une des priorites de la recherche dans le 

domaine du cancer, est done de trouver des moyens efficaces 
pour circonvenir a 1' expression et l'efficacite du phenotype 
de la resistance multidrogue, afin de limiter les echecs des 
chimiotherapies . Plusieurs etudes ont ete realises pour 

20 trouver des agents qui inhibent la resistance liee a la P-gp 

et a restaurer totalement ou partiellement , l'activite 
antitumorale du produit cytotoxique. De tels agents sont 
appeles chimiosensibilisateurs ou modulateurs de la P-gp. 
Ces agents agissent soit directement, en inter ferant, par 

25 competition ou encombrement sterique, au niveau des sites de 

fixation des agents cytotoxiques ou indirectement en 
inhibant la proteine responsable par divers mecanismes . 
Toute une serie de produits sont capables d'inhiber la 
resistance multi-drogues, tels que des inhibiteurs des 

30 canaux calciques, phenothiazines, quinidine, agents anti- 

paludeens, anti-oestrogene, cyclosporine . Cependant la 
toxicite de ces produits limite pour 1' instant leur 
utilisation clinique. 

35 Afin de palier cet inconvenient, il a ete 

propose dans 1 1 art anterieur des systemes de transport de 
certains agents anticancereux, notamment la doxorubicine, 
utilisant la transferrine (Barabas K. et al . , 1992, The 
Journal of Biological Chemistry, 267(13} : 9347-9442), le 
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dextran (Ueda Y . et al., 1989, Chem. Pharm. Bull., 37(6) : 
1639-41 ; Sheldon K. et al . , 1989, Anticancer Research, 9(3) 
: 637-642), des anticorps (Hurwitz E. et al., 1975, Cancer 
Research, 35 : 1175-1181) , des microspheres (Rogers K. E. et 
5 al., 1983, Cancer Research, 43 : 2741-2748 ; Jeanneson P. et 

al., 1990, Cancer Research, 50, 1231-1236), des polymeres 
(Tckoyama M. et al., 1990, Cancer Research, 50 : 1693-1700), 
ou des fragments de proteines (Ohkawa K. et al . , 1993, 
British Journal of Cancer, 67 : 247-8 ; Asakura T. et al . , 

10 1997, Anticancer Drug, 8(2) : 199-203). II a aussi ete 

propose des moyens de transport des agents ant i- cane ereux 
par sequestration dans des liposomes ou des nanoparticules 
(Kruh G. D. et Goldstein L. J., 1993.. Curr. Opin. Oncol., 
5(6) : 1029-34 ; Cuvier C. et al . , 1992, Biochemical 

15 Pharmacology, 44 : 509-517) . Mais ces systemes ne se sont 

pas averes performants du fait notamment de leur toxicite, 
d'une faible specif icite vis-a-vis des cellules cancereuses, 
de la mauvaise stabilite du produit fini au caurs de la 
conservation, et d'une faisabilite difficile. 

20 

La presente invention vise done a offrir un 
nouveau moyen efficace et non toxique pour lutter contre le 
probleme de resistance multidrogue. Ce but est atteint grace 
a 1 'utilisation de peptides pour la vectorisation d' agents 
25 cytctoxiques jusqu'a la cible cancereuse, lesdits peptides 

permettant en outre de f aire echapper lesdits agents aux 
differents mecanismes de resistance et particulierement a la 
pompe P-gp. 

30 II a ete decrit dans l'art anterieur de nombreux 

peptides capables de traverser les membranes des eucaryotes 
de maniere tres rapide et tels que les peptides suivants : 
Protegrine, Antennapedia, Tachyplesine , Transportan, etc.... 

Parmi ceux-ci , certains presentent des 

35 prcprietes cytolytiques . Ces peptides denommes peptides 

anribiotiques sont notamment les Protegrines et 
Tachyplesines . Les Protegrines et Tachyplesine sont des 
peptides antibiotiques naturels dont la structure est de 
type epingle a cheveux maintenue par des ponts disulfures. 
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Ces ponts jouent un role important dans l'activite 
cytolytique observee sur cellules humaines. 

Selon leur structure, les peptides antibiotiques 
peuvent §tre classes en trois grandes families : 
5 - Les peptides antibiotiques a helices alpha 

amphipatiques : cecropines et maganines (Maloy, W. L. et 
al., 1995, BioPolymer 37, 105-122). 

- Les peptides antibiotiques a feuillets beta 
reunis par des ponts disulfures : defensines {Lehrer, R. I. 
10 et al., 1991, Cell 64:229-230 ; Lehrer, R. I. et al . , 1993, 

Ann. Rev. Immunol. 11:105-128), protegrines (Kokryakov, V. 
N. et al., 1993, FEBS 337:231-23 6), tachyplesines (Nakamura, 
T. et al., 1988, J. Biol. Chem. 263:16709-16713 ; Miyata, T 
et al., 1989, J. Biochem. 106:663-668). 
15 - les peptides antibiotiques a chaines 

destructurees contenant de nombreux coudes lies a la 
presence de multiples prolines : bactenecines et PR39 
(Frank, R. W. et al . , 1991, Eur. J. Biochem. 202, 849-854). 

On designe sous le nom de protegrines un 
20 ensemble de cinq peptides designes PG-1, PG-2, PG-3 , 

PG-4 et PG-5 dont les sequences sont donnees ci-dessous, 
etroitement apparentes et isoles de leucocytes de pore (V.N. 
Kokryakov & col. FEBS lett . 327, 231-236) : 
PG-1 : RGGRLCYCRRRFCVCVGR-NH2 
25 PG-2 : RGGRLCYCRRRFCICV. .-NH2 

PG-3 : RGGGLCYCRRRFCVCVGR-NH2 
PG-4 : RGGRLCYCRGWICFCVGR-NH2 
PG-5 : RGGRLCYCRPRFCVCVGR-NH2 

Les tachyplesines (Tamura, H. et al., 1993, 
30 Chem. Pharm. Bui. Tokyo 41, 978-980), designees Tl, T2 et T3 

et les polyphemusines (Muta, T . , 1994, CIBA Found. Sym. 186, 
160-174), designees Pi et P2 , dont les sequences sont 
donnees ci-dessous, sont des peptides homologues isoles de 
I'hemolymphe de deux crabes, Tachyplesus tridentatus pour 
35 les tachyplesines Tl, T2 et T3 et Liwmulus polyphemus pour 

les polyphemusines PI et P2 : 

PI : RRWCFRVCYRGFCYRKCR-NH2 
P2 : RRWCFRVCYKGFCYRKCR-NH2 
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Protegrines, tachyplesines et polyphemusines 
contiennent une forte proportion de residus basiques 
(lysines et arginines) et possedent quatre cysteines qui 
forment deux ponts disulfures parall^les. Ces trois families 
5 de peptides presentent egalement des homologies avec 

certaines defensines et en particulier avec la defensine 
humaine NP-1 (Kokryakov, V. N. et al., 1993, Febs Let. 327, 
231-236) . 

Ainsi, dans le cadre de ces travaux de 
10 recherche, la Demanderesse a decouvert que la reduction 

irreversible de ces ponts disulfures permet d'obtenir des 
peptides lineaires, ayant la capacite de traverser 
rapidement les membranes des cellules de mammiferes par un 
mecanisme passif ne faisant pas appel a un recepteur 
15 membranaire . Ces peptides lineaires sont non-toxiques et 

sans activite lytique, et en consequence, ils constituent un 
nouveau systeme de vectorisation de substances actives dans 
les domaines therapeutique ou diagnostic. Les travaux et 
resultats concernant ces peptides lineaires et leur 
20 utilisation comme vecteurs de substances actives sont 

decrits dans la demande de brevet francais de la 
Demanderesse deposee le 12 Aout 1998 sous le No. 97/10297 
dont 1 ' enseignement est incorpore ici par reference. 

25 Les peptides issus de la famille Antennapedia 

sont des derives du facteur de transcription de 
1 ' homeodomaine Antennapedia de la mouche drosophile et sont 
par exemple decrits dans les demandes de brevet 
internationales PCT publiees sous les No. W091/18981 et 

30 W097/12912. La sequence de ces peptides presente la 

particularise d'etre hautement conservee dans toutes les 
homeoproteines . Ces peptides sont composes de trois helices 
alpha et sont capables de se transloquer au travers de la 
membrane cellulaire. Le plus petit fragment de 

35 1 'homeodomaine capable de traverser les membranes est un 

peptide de 16 acides amines (Prochiantz, 1996, Curr. Opin. 
In Neurob. 6, 629-634 ; Derossi et al . , 1994, J. Biol.. Chem. 
269, 10444-10450) . 
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Les travaux de recherche realises dans le cadre 
de la presente invention ont maintenant permis a la 
demanderesse de montrer que ces peptides lineaires, c'est a 
dire depourvus de pont disulfure, peuvent etre utilises 
5 comme systeme de vectorisation tres efficace permettant de 

d'amener une substance anti-cancereuse jusqu'a une cible et 
de faire traverser a ladite substance la membrane 
cellulaire de fagon a conduire celle-ci jusque dans un 
compart iment cellulaire tel que le cytoplasme ou le noyau. 

10 En outre, de fagon surprenante, la Demanderesse a decouvert, 

qu'en plus de leur capacite de vectorisation, certains des 
ces peptides peuvent etre utilises pour empecher 
1' expression de resistance intrinseque ou acquise des 
cellules cancereuses vis-a-vis de ces agents, ci-apres aussi 

15 designe chimioresistance, notamment de contrer le phenomene 

de resistance multidrogue (MDR) et de permettre a ces agents 
d'echapper a la pompe P-gp. 

L ' invention a done plus particuli^rement pour 

20 objet une composition pharmaceutique destinee au traitement 

et/ou a la prevention des cancers comprenant au moins un 

agent anti-cancereux, caracterisee en ce que ledit agent 

anti-cancereux est associe dans la composition avec au moins 

peptide lineaire capable de transporter ledit agent dans les 

25 cellules cancereuses et d' empecher 1' apparition d'une 

chimioresitance vis-a-vis dudit agent, ledit peptide 

repondant a 1 ' une des formules (I), (II) ou (III) suivantes: 

x 1 -x 2 -x 3 -x 4 -x 5 -x 6 -x 7 -x 8 -x 9 -x 10 -x 11 -x 12 -x 13 -x 14 -x 15 -x 16 (I) 

dans laquelle formule (I) , les residus X 1 a X 15 

30 sont des residus d'acides amines dont 6 a 10 d'entre-eux 

sont des acides amines hydrophobes et Xg est le tryptophane, 

BXXBXXXXBBBXXXXXXB (II) 
BXXXBXXXBXXXXBBXB (III), 

dans lesquelles formules (II) et (III) : 
35 - les groupes B, identiques ou differents, 

representent un residus d'acide amine dont la chaine 
laterale porte un groupement basique, et 
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les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residus d' acide amine aliphatique ou 
aromatique, 

ou lesdits peptides de formules (I), (II), (III) 
sous forme retro, constitues d' acides amines de 
configuration D et/ou L, ou un fragment de ceux-ci 
constitue d'une sequence d'au moins 5 et de preference d'au 
moins 7 acides amines successifs des peptides de formules 
(I), (II) ou (III), des lors bien entendu que ce fragment 
presente les proprietes de vectorisation sans toxicite pour 
les cellules. 

Les peptides de formule (I) derivent de la 
famille Antennapedia. Dans les peptides de formules (I), les 
acides amines hydrophobes sont 1' alanine, la valine, la 
leucine , 1 ' isoleucine , la proline , la phenylalanine , le 
tryptophane, la tyrosine et la methionine, et les autres 
acides amines sont des acides amines : 

- non-hydrophobes qui peuvent etre des acides 
amines non polaires comme la glycine, ou polaires comme la 
serine, la threonine, la cysteine, 1 ' asparagine , la 
glutamine, ou 

- acides (acide aspartique ou glutamique) , ou 

- basiques (lysine, arginine ou histidine) , ou 

- une association d' acides amines de ces trois 

categories . 

Parmi les peptides de formule (I), on prefere 
ceux comprenant 6 acides amines hydrophobes et 10 acides 
amines non-hydrophobes . 

Les peptides lineaires de formule (II) derivent 
de la famille Protegrine et les peptides lineaires de 
formule (III) derivent de la famille Tachyplesine . Parmi les 
peptides de formules (II) et (III), on prefere ceux dans 
lesquels : 

- B est choisi parmi 1' arginine, la lysine, 
1' acide diaminoacetique, 1' acide diaminobutyrique , 1' acide 
diaminopropionique, 1' ornithine, et 
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- X est choisi parmi la glycine, 1 'alanine, la 
valine, la norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la 
cysteine, la cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, 
le serine, la threonine, 1 ' asparagine, la glutamine, la 
phenyalanine, 1'histidine, le tryptophane, la tyrosine, la 
proline, l'Abu, 1'acide amino-l-cyclohexane carboxylique, 
1'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, la 4- 
bromophenyalanine , tert-Leucine , la 4-chlorophenylalanine , 
la beta-cyclohexyalanine, la 3 , 4-dichlorophenyalanine, la 4- 
f luorophenyalanine , 1 ' homoleucine , la beta-homoleucine , 
1 'homophenyalanine, la 4-methylphenyalanine, la 1- 
naphtyalanine, la 2- naphtyalanine, la 4-nitrophenyalanine, 
la 3 -nitro tyrosine, la norvaline, la phenylglycine, la 3- 
pyr idyalanine , la [ 2 - thienyl ] alanine . 

Dans les peptides de formules (I), (II) ou 
(III) , B, X et a X 16 peuvent etre des acides amines 

naturels ou non, y compris des acides amines de 
configuration D. 

Des peptides preferes utilises selon 1 1 invention 
sont choisis parmi ceux dont les sequences en acides amines 
sont les suivantes : 

' RGGRLSYSRRRFSTSTGR 

RGGRLSYSRRRFSVSVGR 

KWSFRVSYRGISYRRSR 

RRLSYSRRRF 

Rqi k i w f qnr rmkwkk 

CENIKIWLSLRSYLKRR 

RGGRLAYLRRRWAVLVGR 

ou les lettres minuscules representent des 
acides amines sous forme D. 

L 1 association d'un agent ant i -cancer eux et d'un 
peptide defini ci-dessus dans les compositions de 
1* invention consiste avantageusement en un couplage qui peut 
etre realise par tout moyen de liaison acceptable compte 
tenu de la nature chimique, de 1 ' encombrement et du nombre 
d' agent anti-cancereux et de peptide associes, II peut 
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s'agir de liaisons covalentes, hydrophobes ou ioniques, 
clivables ou non-clivables dans les milieux physiologiques 
ou a 1'interieur de la cellules. 

Le couplage peut etre effectue en n'importe quel 
5 site du peptide, dans lequel des groupements fonctionnels 

tels que -OH, -SH, -C0OH, -NH 2 sont naturellement presents 

ou ont ete introduits. Ainsi, un agent anti-cancereux peut 
etre lie au peptide au niveau des extremites N-terminale ou 
C-terminale ou bien au niveau des chaines laterales du 
10 peptide. 

De meme, le couplage peut etre effectue en 
n'importe quel site de 1 'agent actif, ou par exemple des 
groupements fonctionnels tels que -OH, -SH, -COOH, -NH 2 sont 

naturellement presents ou ont ete introduits. 
15 Ainsi, 1' invention se rapporte a 1 'utilisation 

de composes repondant a la formule (IV) suivante : 
A (-) m (B) n (IV) 

dans laquelle 

A represente un peptide tel que defini 

20 pr£cedemment , 

- B represente un agent anti-cancereux, 

- n est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 
avantageusement jusqu'a 5, 

- (-) m represente la liaison, ou linker, entre A 

25 et B, ou m est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 

avantageusement jusqu'a 5, 

pour la preparation d'un medicament destine au 
traitement et/ou a la prevention des cancers sans induire de 
chimioresistance . 

30 

Les composes de formule (IV) peuvent etre 
prepares par synthese chimique ou en utilisant des 
techniques de biologie moleculaire. 

On peut utiliser pour les syntheses chimiques 
35 des appareils commerciaux permettant d'incorporer des acides 

amines non-naturels , tels que les enantiomeres D et des 
residus ayant des chaines laterales ayant des 
hydrophobicites et des encombrements differents de ceux de 
leurs homologues naturels. Au cours de la synthese, il est 
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evidemment possible de realiser un large eventail de 
modifications, par exemple introduire sur le N-terminal un 
lipide, par exemple prenyl ou myristyl, de fagon a pouvoir 
ancrer le peptide de 1' invention et done le compose de 
5 formule (IV) a une membrane lipidique telle que celle d'un 

liposome constitue de lipides. II est egalement possible de 
remplacer une ou plusieurs liaisons peptidiques (-CO-NH-) 
par des structures £quivalentes comme -CO-N(CH3)-, -CH2-CH2-, 
-CO-CH 2 -, ou bien d 1 intercaller des groupes comme -CH 2 -, - 
10 NH-, -0-. 

On peut egalement obtenir les composes de 
formule (IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique a 
partir d'une sequence d'acide nucleique codant pour celui- 
ci. La presente invention a aussi pour objet une molecule 

15 d'acide nucleique comprenant ou constitute par une sequence 

nucleique codant pour un peptide lineaire derive de peptide 
antibiotique. Plus particulierement 1 ' invention concerne une 
molecule d'acide nucleique comprenant au moins une sequence 
codant pour un compose de formule (IV) ou une partie de 

20 celui de nature proteique. Ces sequences d'acides nucleiques 

peuvent etre des ADN ou ARN et etre associees a des 
sequences de contrdle et/ou §tre inserees dans des vecteurs. 
Le vecteur utilise est choisi en fonction de l'hote dans 
lequel il sera transfere; il peut s'agir de tout vecteur 

25 comme un plasmide. Ces acides nucleiques et vecteurs sont 

utiles pour produire les peptides et les composes de formule 
— • (IV) ou partie de ceux-ci de nature proteique dans un h6te 
cellulaire. La preparation de ces vecteurs ainsi que la 
production ou 1' expression dans un hote des peptides ou des 

30 composes de formule (IV) peuvent etre realisees par les 

techniques de biologie moleculaire et de genie genetique 
bien connues de l'homme du metier. 

Comme indique precedemment , les travaux de 
35 recherche ont mis en evidence que de maniere surprenante, 

les peptides definis ci-dessus, sont capables non seulement 
de transporter 1' agent anticancereux jusque dans les 
cellules cancereuses, mais aussi d'empecher 1* apparition de 
chimioresistance vis-a-vis de cet agent. En consequence, 
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1" invention a egalement pour objet un procede d' inhibition 
de la capacite eventuelle d'un agent anticanc^reux a induire 
une chimioresi stance chez un sujet ayant regu ledit agent 
consistant a associer ledit agent a au moins un peptide de 
formules (I), (II) ou (III) par tout moyen approprie comme 
notamment ceux decrits precedemment. 

L' invention a done egalement pour objet 
1 'utilisation d'un compose de formule (IV) tel que defini 
precedemment pour la preparation d'un medicament 
anticancereux capable en outre de prevenir 1 ' apparition 
d * une chimioresitance . 

Selon une forme pref eree de mise en ceuvre de 
1 'utilisation ci-dessus, ledit peptide est associe dans le 
medicament avec 1* agent anti-cancereux par une liaison du 
type de celle decrite precedemment. Tout pref erentiellement 
cette liaison est clivable selectivement dans le milieu 
cellulaire. Ledit medicament comprend un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable et compatible avec le mode 
d ' administration adopte . 

Les agents anti-cancereux entrant dans le cadre 
de la presente invention sont tous ceux utilises ou 
utilisables en chimiotherapie , comme par exemple de maniere 
non limitative : la doxorubicine, la daunomycine, 
1 'actinomycine D, la vinblastine, la vincristine, la 
mitomycine C, L'etoposide, le teniposide, le taxol, le 
taxotere, le methotrexate, etc.... Bien entendu, 1' invention 
concerne plus particulierement les agents anti-cancereux 
dont ont deja mis en evidence 1' apparition d'une 
chimioresistance chez les individus qui y ont ete exposes. 

On entend aussi par agent anti-cancereux, dans 
le cadre de la presente invention, des substances actives 
contre la P-gp ou le gene codant celle-ci, et plus 
particulierement des anticorps ou partie d'anticorps, des 
acides nucleiques et oligonucleotides ou des ribozymes. En 
effet, la presente invention concerne egalement 
1 'association d 1 oligonucleotide antisens avec les peptides 
precedemment decrits pour bloquer 1' expression de la P-gp et 
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done utile dans le traitement ou la prevention des cancers 
en s'opposant au phenom£ne de resistance multidrogue. 

Les compositions de 1 ' invention contenant des 
composes de formule (IV) et avantageusement un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable peuvent etre administrees par 
differentes voies comme par exemple de maniere non 
limitative, les voies intraveineuse, intramusculaire, sous 
cutanee, etc.... 



D'autres avantages et caracteristiques de 
1' invention apparaitront dans les exemples qui suivent 
concernant la preparation de composes de formule (IV) ou 
1' agent anticancereux est la doxorubicine et l'effet de la 
15 vectorisation de la doxorubicine sur son internalisation. 

I - CONDITIONS EXPERIMENTALES . 

1) S ynthese Chimioue . 

20 Plusieurs peptides ont ete synthetises et leur 

internalisation a ete testee dans plusieurs lignees 
cellulaires. De fagon generale, les proprietes physico- 
chimiques des peptides ont ete modifiees, et les resultats 
obtenus montrent que suivant la modification, certains 

25 peptides penetrent beaucoup mieux que d'autres, corrcne les 

peptides des composes No. 1 a 6 du tableau I ci-apres. II a 
egalement ete observe que certains peptides penetrent plus 
rapidement dans un type cellulaire que dans d'autres, ce qui 
indique un cropisme cellulaire. 

30 a) Preparation de Doxorubicine-Succ-Peotides . 

Comme indique dans le schema de synthese de la 
figure 1, le couplage de doxorubicine sur un peptide par 
1 1 intermediaire du maillon succinique est effectue en 3 
etapes : 

35 Au chlorhydrate de doxorubicine (1 eq) , 

solubilise dans dimethyl formaminde (DMF) en presence de 
Diisopropylethylamine (DIEA, 2 eq),.est ajoute 1 ' anhydride 
succinique (l,leq, dissous dans DMF). 
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Apres une incubation de 20 min a temperature 
ambiante, 1 'hemisuccinate de doxorubicine ainsi forme est 
ensuite active par addition de PyBOP (Benzotriazol-l-yl- 
oxopyrrolidinephosphonium Hexaf luorophosphate 1, leq dans 
5 DMF) et DIEA (2 eq) . Ce second melange react ionnel est 

incube 20 min. 

Le peptide (1.2 eq dans DMF) est ensuite ajoute 
au melange reactionnel, et se couple spontanement sur 
1 'hemisuccinate de doxorubicine active au cours d'une 
10 incubation supplementaire de 20 min. 

Le produit de couplage est ensuite purifie sur 
HPLC ( Chroma tographie liquide haute pression) preparative, 
puis lyophilise . 

Chacune des etapes, ainsi que le produit final 
15 sont controles par HPLC analytique et spectrometrie de 

masse. 

b) Preparation de Doxorubicine-SMP-3MP-Peptide . 
Comme indique dans le schema de synthese de la 
figure 2, le couplage De la doxorubicine sur un peptide 
20 porteur de fonction thiol est effectue en 2 etapes : 

Au chlorhydrate de doxorubicine (1 eq) , 
solubilise dans dimethyl formaminde (DMF) en presence de 
Diisopropylethylamine (DIEA, 2 eq) , est ajoute le N-hydroxy- 
Succinimidyl-Maleimido-Propionate (SMP, 1 eq dans dissous 
25 dans DMF) . 

Le peptide porteur d'une fonction thiol (1.2 eq 
dans DMF) est ensuite ajoute au melange reactionnel, et se 
couple spontanement sur le maleimidopropionate de 
doxorubicine au cours d'une incubation supplementaire de 20 
30 min. 

Le produit de couplage esc ensuite purifie sur 
HPLC (Chromatographie liquide haute pression) preparative, 
puis lyophilise. 

Chacune des etapes, ainsi que le produit final 
35 sont controles par HPLC analytique et spectrometrie de 

masse . 
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2 ) Les produits testes . 

Les produits testes sont rapportes dans le 
tableau I ci-dessous. 

Tableau I 

5 



Compose 




1 


doxo-CO- (CH2 ) 2 "CO- RGGRL SYS RRRF S T S TGR 


2 


doxo-CO- (CH2 ) 2 -CO- RGGRL SYSRRRFSVSVGR 


3 


doxo-CO- (CH2)2"CO- KWSFRVSYRGISYRRSR 


4 


doxo-CO- (CH2) 2 -CO- RRLSYSRRRF 


5 


doxo-SMP-3MP-rqikiwf qnrrmkwkk 


6 


doxo-SMP-CENIKIWLSLRSYLKRR 


7 


doxo-CO- (CH2 ) 2-CO-RGGRLAYLRRRWAVLVGR 



doxo = doxorubicine 
CO-(CH2)2~CO = Linker succinate 

SMP-3MP = Linker SuccinimydylMaleimido- 
Propionate-3-MercaptoPropionate . 

10 

3) Culture Cellulaire . 

Les cellules de leucemie myeloxde chronique K562 

sensibles et les cellules resistantes K562/ADR ainsi que les 

cellules HL60/R10 de leucemie promyelolde sont d'origine 

15 humaine et ont ete obtenues commercialement aupres de 

4 

l'ATCC. Les cellules sont ensemencees a environ 10 
cellules par puits, 24 h avant 1' addition des produits. Les 
_ cellules sont maintenues en culture a 37 °C dans une 

atmosphere a 95% d'humidite et 5% de C02 dans un milieu 

20 OptiMem. 



4) Internalisation . 
Les cellules K562 sensibles et les cellules 
resistantes K562/ADR sont incubees soit avec la doxorubicine 
25 libre soit avec la doxorubicine vectorisee a une 

concentration de 3 uM . Apres 30 minutes d' incubation a 
37°C, les cellules sont lavees trois fois au PBS . 
L' internalisation des produits est ensuite analysee par 
cytometrie en flux. Les echantillons sont analyses par un 
30 cytometre de flux equipe d'un laser argon de 15 mA. La 
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fluorescence emise est enregistree sur une 6chelle 
logarithmique a (575 NM) nm apr&s une excitation a (488) ran. 
La fluorescence est mesuree sur 10000 cellules selectionnees 
suivant les parametres de taille (SS) et de granulosity 
5 (FS) . Les resultats sont exprimes en pourcentage de 

cellules positives du logarithme de 1'intensite de 
fluorescence. Les resultats sont analyses par le logiciel 
Cell Quest. 

10 5) Cytotoxicity . 

Les cellules K562 sensibles et les cellules 
resistantes K562/ADR sont incubees soit avec la doxorubicine 
libre soit avec la doxorubicine vectorisee a des 
concentrations croissantes. Apres 48 heures en culture en 

15 presence des produits. A la fin du temps de culture, le 

MTT (3- (4 / 5-dimythylthiazole-2-yl) -2 , 5-diph<§nyltetrazolium 
bromure) est rajoute dans les puits et les plaques de 
culture sont ensuite incubees pendant 4 heures dans l'etuve. 
Le depot cristallin de formazan resultant est alors dissout 

20 par addition de 200 ul de DMF/SDS. La densite optique (DO) 

est mesuree a 550 nm (reference 630 nm) en utilisant un 
lecteur de microplaques . 

La representation graphique des pourcentages de 
DO des puits traites en fonction de la concentration de 

25 produits permet de determiner la IC 50 . Celle-ci correspond a 

la concentration du produit inhibant 50% de la croissance. 

Les valeurs de la IC 50 permettent de quantifier 



30 



le facteur de resistance (F. Res) des lignees resistantes 
par le rapport suivant : 

IC 50 du cytotoxique de la lignee resistante 

F.Res = ~ 

IC 50 du cytotoxique de la lignee parentale sensible 

35 Le facteur de reversion (F.Rev) correspond a 

l'effet d'un modulateur (le vecteur) sur la sensibilite des 
cellules aux agents antitumoraux selon le rapport suivant : 



40 
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IC 50 du cytotoxique seul 

F.Res = 

IC 50 du cytotoxique vectorise 

5 II - RESULTATS . 

1) Internalisation . 

Les cellules sensibles K562 et resistantes 
K562/ADR sont incubees soit avec la doxorubicine libre soit 

10 avec la doxorubicine vectorisee. Apres 30 min d' incubation, 

1' internalisation des produits est mesuree par cytometrie de 
flux. La Figure 3 en annexe montre que dans les cellules 
resistantes K562/ADR, seulement 5,86% des cellules sont 
positive alors que quand elle est vectorisee (par exemple 

15 sous la forme du compose No. 5 du tableau I) 98% des 

cellules sont positives, ce qui indique une nette 
amelioration de penetration. 



20 2) Cytotoxicity . 

La sensibilite des cellules aux agents 
antitumoraux a ete mesure par le test MTT dans les 
conditions experimentales definies ci dessus pour lesquelles 
la relation entre la densite optique et le nombre de 
25 cellules viables est lineaire. 

L'activite de la doxorubicine dans les cellules 
_ sensibles (K562) et dans les cellules resistantes (K562/ADR) 

a tout d'abord et6 observee . Les cellules sont incubees 
avec des concentrations croissantes de doxorubicine et apres 
30 24 heures d' incubation, la survie des cellules est mesuree 

par le test MTT. Comme le montre la Figure 4, les cellules 
K562/ADR sont bien resistantes a la doxorubicine. Par 
exemple, a une concentration de 8 yM, seulement 15% des 
cellules sensibles survivent alors que les cellules 
35 resistantes survivent a 100%. 

Puis, le cytotoxicity de la doxorubicine 
vectorisee a ete analysee. Le tableau II ci-dessous 
represente les concentrations en produits entrainant 50% 
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d' inhibition de croissance (IC 50 ) determinees sur la lignee 

sensible (K562) et la lignee resistante (K562/ADR) . 

Tableau II 



Licmees 


K562 


K562/ADR 


F.Res 


F .Rev 


Doxo libre 


0,9 uM 


25 uM 


28 




Compose 1 


15 uM 


5-10 uM 


0,7 


2,5 


Doxo libre 


0,15 UM 


15 , 5 uM 


100 




Compose 2 


3,6 uM 


3,2 uM 


0, 9 


5 


Doxo libre 0,45 uM 




144 




Compose 3 


2 uM 


1,5 yM 


0,8 


43 


Doxo libre 


ND 


55 uM 






Compose 4 


20 uM 


20 uM 


1 


2,8 


Doxo libre 


0,4 uM 


70 uM 


175 




Compose 5 


1,5 uM 


2 UM 


1,3 


35 


Doxo libre 


0,3 uM 


70 uM 


233 




Compose 6 


5 pM 


5,5 UM 


1,1 


12,8 


Doxo libre 


0,1 uM 


> 78 uM 


> 780 




Compose 7 


3,5 uM 


3 uM 


0,85 


> 26 



5 

Ces resultats montrent que les cellules K562/ADR 
sont bien resistantes a la doxorubicine seule. La 
vectorisation de la doxorubicine par un peptide-vecteur 
permet de circonvenir au probleme de resistance multidrogue. 
10 Par exemple, dans un cas, la IC 50 de la doxorubicine libre 

dans les cellules resistantes est de 

70 \M alors que quand elle est vectorisee (compose 5) la 
IC 50 n'est que de 2 pM- 

Ces resultats montrent egalement que les 

15 produits vectorises ne sont pas excretes par la pompe P-gp 

puisque la meme IC 50 est obtenue dans les cellules sensibles 

et les cellules resistantes et le Facteur de resistance est 
presque 1 . 

Pour etre sur que la cytotoxicity observee pour 
20 la doxorubicine vectorisee ne provient pas du peptide tout 

seul, une experience a ete realisee en comparant l'activite 
de la doxorubicine vectorisee (compose 2) avec la 
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doxorubicine rajoutee au peptide mais non couplee. La 
figure 5 en annexe montre que 1 ' IC 50 de la doxorubicine 

vectorisee (compose 2) est de 19 pM alors que celle de la 
doxorubicine rajoutee au vecteur est d' environ 50 yM, 
demontrant ainsi la n6cessit6 de vectorisation pour reduire 
la resistance des cellules. 

Le meme type d' experience a ece realisee dans 
une autre lignee cellulaire resistante a la doxorubicine 
(HL60/R10) . Les resultats de cytoxicite dans les cellules 
HL60 avec le compose No. 2 sont rapportes dans le tableau 
III ci-dessous. 

Tableau III 





HL60/R10 


F . Rev 


Doxo libre 


40 um 




Compose No. 2 


25 um 


1, 6 
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REVENDI CAT IONS 

1) Composition pharmaceutique destinee au 
traitement et/ou a la prevention des cancers comprenant l au 

5 moins un agent anti-cancereux, caracterisee en ce que ledit 

agent anti-cancereux est associe dans la composition avec au 

moins peptide capable de transporter ledit agent dans les 

cellules cancereuses et d'empecher 1* apparition d'une 

chimioresitance vis-a-vis dudit agent, ledit peptide 

10 repondant a l'une des formules (I), (II) ou (III) suivantes : 

x 1 -x 2 -x 3 -x 4 -x 5 -x 6 -x 7 -x 8 -x g -x 10 ~x 11 -x 12 -x 13 -x 14 -x 15 -x. L6 (I) 

dans laquelle formule (I) , les residus X x a X 16 

sont des residus d'acides amines dont 6 & 10 d'entre-eux 
sont des acides amines hydrophobes et X6 est le tryptophane, 

15 BXXBXXXXBBBXXXXXXB (II) 

BXXXBXXXBXXXXBBXB (III), 

dans lesquelles formules (II) et (III ) : 

les groupes B, identiques ou differents, 
representent un residus d'acide amine dont la chaine 
20 laterale porte un groupement basique, et 

les groupes X, identiques ou differents, 
representent un residus d'acide amine aliphatique ou 
aromatique, 

ou lesdits peptides de formules (I), (II), (III) 
25 sous forme retro, constitues d'acides amines de 

configuration D et/ou L, ou un fragment de ceux-ci 
~~ constitue d'une sequence d'au moins 5 et de preference d'au 

moins 7 acides amines successifs des peptides de formules 
(I) , (II) ou (III) . 

30 

2) Composition selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que dans le peptide de formule (I) , les 
acides amines hydrophobes sont 1 'alanine, la valine, la 
leucine, 1 ' isoleucine , la proline, la phenylalanine, le 

35 tryptophane, la tyrosine et la methionine, et les autres 

acides amines sont des acides amines : 

- non-hydrophobes qui peuvent etre des acides 
amines non polaires comme la glycine, ou polaires comme la 
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serine, la threonine, la cysteine, 1 ' asparagine, la 
glutamine, ou 

- acides (acide aspartique ou glutamique) , ou 

- basiques (lysine, arginine ou histidine) , ou 

5 - une association d' acides amines de ces trois 

categories . 

3) Composition selon l'une des revendications 1 
ou 2, caracterisee en ce que le peptide de formule (I) 

10 comprend 6 acides amines hydrophobes et 10 acides amines 

non-hydrophobes . 

4) Composition selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que dans les peptides de formule (II) ou 

15 (III) : 

- B est choisi parmi 1' arginine, la lysine, 
1' acide diaminoacetique, 1' acide diaminobutyrique, 1' acide 
diaminopropionique, 1' ornithine, et 

- X est choisi parmi la glycine, 1' alanine, la 
20 valine, la norleucine, 1 ' isoleucine, la leucine, la 

cysteine, la cysteine Acm , la penicillamine, la methionine, 
le serine, la threonine, 1 ' asparagine , la glutamine, la 
phenyalanine, 1 'histidine, le tryptophane, la tyrosine, la 
proline, 1'Abu, 1' acide amino-l-cyclohexane carboxylique, 

25 l'Aib, la 2-aminotetraline carboxylique, la 4- 

bromophenyalanine , tert-Leucine , la 4 -chlorophenylalanine , 
la beta-cyclohexyalanine, la 3 , 4-dichlorophenyalanine, la 4- 
f luorophenyalanine , 1 ' homoleucine , la beta-homoleucine , 
1'homophenyalanine, la 4-methylphenyalanine, la 1- 

30 naphtyalanine, la 2- naphtyalanine, la 4-nitrophenyalanine, 

la 3 -nitro tyrosine, la norvaline, la phenylglycine, la 3- 
pyridyalanine, la [ 2- thienyl] alanine . 

5) Utilisation d'un compose repondant a la 
35 formule (IV) suivante : 

A (-) m (B) n (IV) 

dans laquelle : 
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- A represente un peptide tel que defini dans 
l'une quelconque des revendications 1 a 4, 

- B represente un agent ant i -cancer eux, 

- n est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 
5 avantageusement jusqu'a 5, 

- (-) m represente la liaison, entre A et B, oil m 

est 1 ou plus, et de preference jusqu'a 10 avantageusement 
jusqu'a 5, 

pour la preparation d'un medicament destine au 
10 traitement et/ou a la prevention des cancers et n'induisant 

pas de chimioresistance . 

6) Utilisation selon la revendication 5. 
caracterisee en ce que dans la formule (IV) la liaison 

15 entre A et B est une liaison covalente, hydrophobe ou 

ionique, clivable ou non-clivable dans les milieux 

physiologiques ou a 1'interieur de la cellules, ou melange 
de celles-ci. 
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FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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3/5 



Fig. 3 
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4/5 

Fig. 4 
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5/5 



Fig. 5 
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